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NOUVELLES PROTEXNES MEMBRANAIRES U HELICOBACTER PYLORI 



U preaeme invention a pour objet da protetnes SHHieobaaer pylori oouvellexnenl 
5 obteuues sous forme surmantieilement purifiers, sinsi que les compositiom 
uuayiuace un qu ca qui tcs coaden&ent. 

Helicobacter est un genre bacteria amctcn* par des bacterid spinlccs a gram 
negauX Pteicun esp e ce s cokmisem le tractus gastromtestniaJ des maxnmiferes. On che cn 
10 pantculiec A pylori ft hellmanii, ft jttts et H mmttlot. Bten que H. pylori soit i'cspccc 
la plus coauDunemeot tssocHx max mfectioca bumaines, dans ce r tai ns cas certes rare*, ft 
htltmardi et ft ftlii om pa toe isotes chex rhomme. 

Htticobacttr infecte plus de JO % de U population aduhe dans les pays developpes et 
15 pre* de 100 % de celle des pays en voie de devcloppement ; ce qui en fait un des agents 
jfi-fw+i^n t pf^ifa«fpTHTpf (t> plan nyrviial 

H pylori est retrouvee exektstvemem a ee jour a la surface de la muqueuse de 
rcstomac chez rhomme et plus parncuticreatent sutour des lesions de crsteie des ulcere* 
20 gastrujucs et minrH'n a iiT Cene bacterle est a rbeure ecruelle reconnue comme r agent 
etiologique des gastrites antrales et appanlt comme un des cofecteurs requis pour le 
developpement des ulceres. Par ailleim. il semble que le developpement des camnomes 
gastriques puutse etrc associe a la presence dV/. pylori. 

25 11 appanlt done hautement aouhaitable de meare au point un vaceia en vue de 

preventr ou de traiter les infections a HL pylori Un td vaccin strait tres probaNcment de 



Diflcrentes proietoes dH. pylori out Hi cajactensccs ou tsofces a ce jour. II s*agit 
notamrocnt de rurease, composee de deux sou-unites A et B de 30 et 67 kDa 
respectivement (Hu &. Mobley. Infect. Imroun. (1990) 5J : 992 ; Dura et al. i. BioL Cfacrn. 
(1990) 26i °464 ; Evans et al. Microbial Pathogenesis (1991) lfl : 15 : Labtgne et al. J. 
Bact. (199) 121 : 1920) ; de la cytotoxinc vacuolaire de »7 kDa (VacA) (Cover * Blaser, J. 
Bk>l. Chem. (1992) 261 : 10570 : Phadnis et aL Infect. Inumm. (1994) £2 : 1557 ; WO 
9V1S150) ; (Tun antigene irnmunortmntnint de 128 kDa associe a la cytotoxine (CegA. 
also called TagA) (WO 93/18150 ; USP 5 403 924) ; des heat shock protetocs HspA el 
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HspB de 13 et 51 kDa rexpeaivanenl (Suerbaum et al, MoL MicrobioL (1994) J4 : 959 ; 
WO 93/18150) ; (Tune caulase de 54kDm(H*aU et al. J. Gen. MicrobioL (1991) m : 57) 
; dTune hemaglutinine fibrillaire (HpaA) de 20kDa ; (Time protetne de 15 kDa ricbe en 
histidine (Hpn) (Gilbert el al, infect. Immua. (1995) 6J : 2682) ; <fune proteme de la 
membrane externe de 30 kDa (Bolia et al, J. din. MicrobioL (1995) U ' 3«D : June 
Itpoproteme de 20 kDa associec a la membrane (Kostrcynska et al J. Bact. (1994) jjg : 
5938) ainsi que <fune famille de porines HopA. HopB. HopC et HopD. de poidi 
moleculaiicj «m^> entre 4* et 67 kDa (EjajeretaU Infect. Imm^t 1995) fil: 1567). 

Cenaines de ces proteines onl deja ete proposers comme antigenes vaccinaux 
potentiels. En pantculiet, rurease est reconnue comme etam un antigene de premier chofat 
pouvam to* utilise a cene fin (WO 94/9823 ; W095/3824 : WO 95/22987 ; Micneni et aL 
Gastroemerology (1994) ipj : 1002). II reste que U recherche de nouvcaux antigenes dolt 
etre poursuivie. noummeni dans la mesure ou ton prevoit que. pour obtenir un eflct 
vaccinal optimise, plusteurs antigenes devront etrc vraisemblablesnent irworpores dans un 



En resume. U apparali toujour* oeccssaire d" identifier des antigenes supplemeruaires 
en vue de les incorporer dam un vaccin a forte eflicacite. 

20 

Cest pourquoi r invention a noiamment pour objet une protetne <TH pylori sous 
forme substatuiellemern puriftee. susceptible d'etre obtenue a panir (Tune fraction 
membranaire d*A pylori, et dont le poids moleculaire apres clectrophorcse sur gel de 
porvacrylamide 10 Hen presence de SDS. appemli de rordre de 54. 50. 32-35 ou 30 kDa. 
25 Lonquc la protetne a un poids moleculaire d*environ 54 kDa on precise en outre qu'elle ne 
reagb pas avec uo antiserum ami -caulase. 

Uo antiserum anti-catalase <TH. pylori peut toe rwuunment prepare selon le proeode 
d lmmun i satt on decrit dans rExemplc 5 ci -apres, cn milium une preparation de catalase 
30 obtenue par chrornatograpbic, tel que decrit dans rExempb 6. 

Par "forme tu bn a ntic llement purifiee". on cntend que la protetne est separee de 
renvironnement dans lequel elle existe de maniere naturdlc. Entre autrcs. il peut 1'agir 
d*une preparation nott mment depourvue des proteines cytoplaxmiquci et pcriplasmkrues 
35 *& pylori. 
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La proceioe inembranaire doot Ic poidi m olec u la i re apparent est de fordrc dc 54 kDa 
est susceptible d'etre obtenue par un proceilc dans fequcl : 

(i) on procede i une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl JV-D 
glucopyranostde I K. survie dTune centrifiasttion : 

(ii) on recupere tin eulot bactenen que Ton mite par du lysozyme et que Too 
soumet I soaicaiion. nsvie d"une centrifugation ; 

fiii) on l e cupdi e un culot de ccntrifugatioa que Ton soumet A tin lavage en tampon 
Trii HO 20 mM pH 74, suivi dune centrirugauon ; 

(iv) on recupere la fraction membtaoajre constitute du culot de centrifugation que 
ron tesuspend en milieu aqueux. •vast&geusement en tampon carbonate pH 94 
-j*"*"""* 5 *4 de zwiocrgem 3*14 ; 

(v) on y^irnd la fraction n i f h i I h a umr r a u ne chromatographic e'ehangeuse cTanions 
sur colonne Q*Scpharose ca gradient de NaCt 0-OJ M. avactageuieniem dans 
un tampon ca rbo nat e pH 94 a 0.1 K de rwittergent 3- J 4. sujvi d*un lavage en 
NaCl t M, avantageosexnent dans un ump oo carbonate pH 94 k 0.1 44 de 

lM4 ; 



(vi) on recupere la fraction ituee cn debut dc lavage en NaCl I M que Ton soumet a 
une chromatographic echangeuse d'amons tur colonne de DEAE Scpharose en 
gradient de NaCl 0 - 04 M. avantageusemem en tampon TrU-HCI pH 74 k 0.1 
% de zwinergent 3-14 (de maniere avantageuse. ta fraction en NaCl I M est 
(Tabard dialysce comrc du tampon Tris-HCl pH 7.5 a 0.1 % de zwinergent 3« 
M);et 

(vii) on recupere la fraction dluee en NaCl 0.1 - 0.25 M. 

La protcrae membrarjaire dont le poids moleculaire apparent est de Tordre de SO kDa 
est susceptible d'etre obtenue par un precede 1 dans lequel : 

(i> on precede k one extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl f>D 
glucopyranoside 1%, suivie cfunc crntrifugatioo ; 
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(ii) on recupere un culot bactcrien que Ton trahe par du ryiozyroe et que Ton 
soumet a somcation, suivie (Tune centrifugation : 

(iii) on r ec up ei t un culot de centrifugation que fan soumet k un lavage en tampon 
Tris HCI 20 mM pH 7 4. suivi d*une ccntrifugauon ; 

(iv) on rec uper e la fraction mcmbranaire constitute du culot de centrifugation que 
ton resuspend en milieu aqueux. avaiuagcuaement en tampon carbonate pH 94 
contenant 5 % de zwinergent 3-14 ; 

(v) on soumet la fraction rnembraruure a une chromatographic echangeuse (Tanions 
sur colonne Q-Sepharose en gradient de Nad 0 * 04 M, avantagcuscment dans 
un tampon carbonate pH 9.5 4 0.1 % de zwinergent 3-1*. suivi d*un lavage cn 
NaCl I M, avintageuseriicnt dans un tampon carbonate pH 94 a 0,1 V* de 

113-14; 



(vi) on rtc u pcrc la fraction dure ea debut de lavage en NaCt I M que Ton soumet k 
une chromatographic echangeuse d* anions sur colonne de DEAE Sepbarose cn 
gradient de NaCl 0 • 04 M, a^aaUgeuscmcm en tampon Tris-HCl pH 74 a 
0.1 Hdezwittergem 3-14 (de maniere avantageuse. U fraction cn NaCl 1 M est 
cTabord diarysee contre du tampon Tris-HCl pH 74 k 0.1 % de zwinergent 3- 
14);et 

(vii) on recupere la fraction eluec cn NaCl 04 - 0.4 M. 

La proteine membmnaire dom le poids ntoleculaire apparent est de f ordre de 30 kD 
est susceptible d'etre obtenue par un p r e ced e dans lequel : 

0) on procede k une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl p^D 
glucopyranoside 1%, suivie d*une centrirugauon ; 
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on recupere un culot bactcrien que Con trahe par du rysosyene et que ron 
soumet a so n i c aiioo, suivie dTune centrifugation ; 
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(lii) on recupere un culm de ccxitrifugaiion que Ton soumet a un lavage en tampon 
Tris HC1 20mM pH TjS, suivi (Tune ccntrifugstion ; 

(iv) on recupere la fraction membranaire comiiruee du culot de centrifugntion que 
Ton rcsuspcnd cn milieu aqueux. avsstagcusemcnt ea tampan carbonate pH 9JS 
comenani SSde nvinergcnt 3-14 : 

(v) on soumet la fraction membranairc a one clrariaiographie echangeuse tfanions 
sur colonne Q-Scpharosc en gradient de NaO 0 • 0.SM, avantagcusement dans 
un tampon carbonate pH 9.3 * 0.1 % de zwinergcm 3-14 ; 

(vi) on le iup eie la fraction eluee en NaO 0J2t • 0J5M, que Ton soumet a ime 
f rirf ra aT f> g ' echangeuse d* anions sur colonne de DEAE Scpharose en 
gradient de NaCI 0 • 0.5M. avantageusemcm cn tampon Tris-HO pH 7 J a 0,1 
% de rwtnergcnt 3-14 (dc maniere avantageuse. la fraction en NaCI 1 M est 
d*abord diaJysec eootre du tampon Tris-HCl pH 7,5 a 0.1 % de rwittergent 3- 
M):et 

(vii) on recupere la fraction co r re sp o n dam i Feluat direct (absence de NaCI). 

La proteine membranairc dont le poidi motcculairc apparent est de rordre de 32-35 
kDa est susceptible d'etre obtenue par un precede 1 dans kqnel : 

(i) on precede a une extraction des batteries fi pylori par du n-octyt fJ-D 
glueopyranoside 1%. suivie d*unc eentrirugation ; 

(ii) on recupere un culot bactcrien que Ton mite pat du rysoryme et que Con 
soumet a sonicatioo, suivie d*une ccntrifugation ; 

(iii) on r e cupe re un culot de centrifugation que Con soumet a un lavage cn tampon 
Tris HC1 20 mM pH 7.3. suivi dune eentrirugation ; 

« 

(iv) on r e c upere la fraction membranairc constitute du culot de eentrirugation que 
Ton rcsuspcnd en milieu aqueux. avamageuscmem en tampon carbonate pH 

9.5; 
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(v) on centrifuge la suspension obtenue en (iv) a environ 200 000 xg et on iccupfei e 
le sumageant ; 

(vi) on abaisse le pH du tumageant obtenu en (v) jusqtfa environ pH 7, 
5 avamageuscment par diaJysc centre du tampon phosphate pH 7 : 

(vii) on soumet la preparation obtenue en (vi) a une chromatographic echangeuse de 
cations sur colonne de SP-Sepharose en gradient de NaO 0 - 0 J M, 
avantageusement dans un tampon phosphate pH 7 ; et 

10 

(viii) on recupere la fraction clue* cn NaO 0,26 - 0 J 1 M. 

Les proteine* de 54. 50. 32 et 30 kDa scion rinvention aont vraisemMablement des 
proteine* membraraires mrrinseques ou des protetnes associees a la membrane. La proteine 
15 de 54 kDa ne reagit pas avec des anucorps anri-citalase. ni en western blot, ni en dot blot 
La proteine de 30 kDa ne reagit pas avec des anncorps anti-sous unite A de rurease, ni en 
western blot, m en dot blot La proteine de 32 kDa s'avcre fare une proteine alcaline ; son 
poids molecuUire peut apparattre legerement supeneur e.g. de rordre de 35 kDa dans 
certaines conditions ex pe-ri ro c nt ales- 

20 

La sequence N-terminale dc la proteine de 50 kDa cTune aouchc <TH. pylori (ATCC 
43579) est conunc suit (code tine term) : MKEKFNR7KPHVNIOTIGHVDH. Cene 
information n'exclue pas le rait que des procetnes cquivalentes susceptibles d'etre purinees 
selon le precede indique ci*«vant puissent avoir une sequence N-terminale le g erem en t 

25 difTerente. dans la mesure oil elles seraienl derfvees (Tunc autre toucbe bacterienne. Une 
telle difference refletcrait en cfTet le p h enomenc de- variance aOelique communement 
rencontre au sein a" une memc espece. Par cxemple, une nperc bacterienne est usuelleaient 
representee par un "*** m ^* de souches qui different cntrc elles par des caracutrisoqucs 
ailcliques mmcurea. Un polypeptide qui remplit ta merae fooctkm btologique dans 

30 diff crcntc i souches peut avoir one sequence d'acidct amines qui n'est pas la meme pour 
toutes les souches. Une telle variation allclique te retouve cgsJemeni au niveau dc l*ADN. 

Les difTcrcnces alttliqucs au niveau de ta sequence d*acides -amines peuvenl tec 
coasutuees par une ou ptusieurs subsrirutiom. deletions ou additions d*acides amines, qui 
35 n'alterent pas la function biologique. 
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Par "fonction biotogique" on emend la fonciion de la proteine qui panidpc i b 
survie da cellules dans lesquetles la proteine existe de rnaniere naturcllc (mime si ta 
fonction n'est pas absoluement indispensable). Par ex cm pie, ta fonciion <func porine en de 
pennenic a des composes presents dans le milieu extericur d'entrcr a rinteneur de la 
cellule. La fonction biologique est difiincte de la fonction amigenique. Une proteine pern 
avoir plus (Tune fooctioti biologique. 

Llnvennoo a una pour oejet une protetne sous tonne tnbstwiriellement purifiee ei 
susceptible davoir etc purifiec scion un des precedes deems d-avam a partir (Tune bacterie 
du genre Helicobacter e.g., H. pylori H. hcilmantl H. Jilts ei H. mustelae. 

Llnvcntioo a egalemem pour objet tout autre proteine ou polypeptide, sous forme 
substasucucment purifiec, dans ta mcsurc ou il est analogue en tcrroe d*antigeuicrte a une 
protetne d" Helicobacter susceptible d'etre purifies seloo l*un des precedes decrits d-avam. 
Pout ce qui co n ce roe let polyp ep tides, il regit rtotammem de polypeptides derives par 
fraginentatxm ou par mutation d*un ou plusieurs actdes emines, e.g. par deletion, addition 
ou fubstirution. d*une proteine qui existe dans la nature ct dont la forme purifiec peut toe 
obtenue scion Tun des prooedes decrits d-avam. De tels polypeptides peuvent toe 
nowmmrm obtenus par digestion enrymatique a Taide de proteases telles que la pepsine ou 
la trypsinc II n'est pas necessairc que de tels polypeptides puissent toe purines scion dm 
des precedes decnts ci*wL 

La preseme description fait usage des tennes "proteine" ct "polypeptide" 
tndependarnment de la unite des molecules (longueur de la chalne decides amines) ei des 
evcntudlcs modifications posl>Craductionnelles. Dans la suite de U description le terme 
"polypeptide" est r es erve pour rtVti g nrr un produit derive (Tune proteine par fragmentation 



Une protetne ou un polypeptide seloo nnveniion dot! toe capable d'etre reconnu par 
des ami corps monospecifiques etabtis a fencontre (fune proteine Helicobacter 
susceptible d'etre purifies scion fun des precedes decrits ci<avam Cene antigeniciii 
spedfique peut toe revelee sekm un certain norobre de rnethodes ; par exemple par 
Westero blot (Towbin et aL PNAS < 1979) 2fi : 4350). dot blot et ELISA. 

En Western bloL le produit destine a toe teste, e.g. toil sous forme de preparation 
purifiee. soil sous forme d'extmtt bactcricn. est soumis a une electrophorcse en gel de SDS- 
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Page (poiyacTylamide 10%) id que decrit par Lacmmli U.K.. Nature ( 1970) 222 : 680. 
Apres transfer! sur une mcrnbtmne de nitrocellulose, cette dcrniere est incubee avec un 
scrum hyp erim roun moooipecifiquc dilue dans la gamme des dilutions de 1 : 50 a 1 : 5000. 
de prefe rence de 1 : 1001 1 : 500. L'antigenidte specifiquc est denxmtrec des quW bande 
corrcspondmi an produit teste" presente une reacuviie a une des dilutions comprises dans la 



En ELISA. le produit destine a toe teste est de preference utilise pour recouvrir les 
puita. On preierc utiliser une preparation purifiee, bten qu'un exnait total puiasc toe aussi 
utilise. En bret 100 ul d'une preparation a 10 Mg de proteine/ml soot distribucs dans les 
puits d'une plaque de 96 puits. La plaque est incubee 2 hrs a 37"C puis une mat a 4*C. La 
plaque est lavee avec du tampon PBS (phosphate buffer saline) contenant 0.05 % de Twccn 
20 (tampon PBS/Tween). Les puts son! satures avec 250 ul de PBS contenant I % de 
serum albumine bovine (BSA). On Utsse incuber 1 hr k 37*C puis la plaque est lavee avec 
du tampon PBS/Tween. Un antiserum de laptn tnoootpccifiqix est dilue en seric dans du 
tarnpon PBS/Tween ccotenam 0 J % de BSA. Cent ul d'une dilution com ajoutcs a cfaaque 
putt La plaque est incubee 90nml 37*C pub lavee. La plaque est revelee sefca des 
rnethodes standards. Par exemple, un conjugue pcrraydase^immiinoglobulinc de cbfrvre 
ijni-LmmuDOglobulines dc laptn est ajoute dans les puits. Llncubation est poursuivie 90 
nun a 37*C puis la plaque est lavee. On devetoppc la reaction avec le substrat approprie. La 
reaction est mesurce par cokmmetrie (absorbance mesuree par spectrophcKorntoie). Dans 
ces conditions, une reaction positive est observe* lorsque une valeur de DO de 1 est 
assoctec a une dilution d*au rnotns 1 : 50. de pref er en ce d*au moira I : 500. La longueur 
d"onde appropriee k laquelle on mesure la deraite optique depend du substrat 

En dot Mot. on pre fere utiliser une preparation purifiee du produit k letter, bten qu'un 
extratt total puisse toe aussi utilise. En brcl une preparation du produit k tester i 100 ug 
de proteine/ml est dilute en serie deux foi» dans du Tris-HCI 50 mM pH 7 ,5. Cent ul da 
ehaque dilution sora appliques sur une membrane de nitrocdlulose 0.45 um dans un 
appareil de dot blot a 96 puiu fBtorad). Le tampon est elimine par raise sous vide. Les 
puiu sont laves par ajout dc Tris-HCI 50 mM pH 7.5 et U membrsne est aecbee a l"air. La 
membrane est saturec par du tampon btoquant (TrivHCl 50 mM pH 7.5. N«a 0.15 M, lait 
ecreme 10 g/1) puis incubee avec un antiserum mnnospecifique dilue dans la gamme de I: 
50 k 1 : 5000. de preference dc I : 50 a I: 500. La reaction est revelee scion des rnethodes 
standards. Par exemple. un conjugue pcraxyd^-UnmunoglobuIine de chevre ami* 
bwnunoglobulines de laptn est ajoute dans les puiu. L'incubauon est poursuivie 90 min k 
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37*C puis b plaque est bvce. On devcloppe la reaction avee le substrai approprie. La 
reaction est tncsurec par colarixndtrie ou ** t*tm * n\ nmwu ^ r m r . Dam ccs conditions, line 
reaction est positive lorsque Too observe une coloration au niveau du depot stir ta fetnlle de 
nitroceihuose diiectemcnt pour revelation par colorimetrie ou sur film pbotograpbiqtte pour 
S rcvdlation par chmuolumincscencc, associee a une dilution d"au moins 1 : 50. de preference 
d*au moins 1 : 500. 

Seton un mode parbculier, une proteine selon I 'invention peuvem etre ootamment 
obterrue par purification k panir d" Helicobacter ou exprtmee par vote recombtname dans un 
10 cysteine hetcrologue (ee qui pcut etre aussi le cas pour un polypeptide selon rinvemion). 
Dam ce demier cas. la proteine pcut present er des modifications post^nducuocneUes qui 
ne sotent pas identiques a celles de la proieiae corr rtpon d rnte issue de b souche d*arigme. 

L'cfficacitc therapeutique ou propbyiactique (Tune proteine ou d*un polypeptide selon 

15 r invention pcut etre evalue sck» des methodes standards ; par cxemple en mcsurant 
r induction (Tune reponse immumtaire mucosak ou I* induction d*une reponse immunitaire a 
eflct therapeutique ou protecteur en utilisam t.g. le tnodele souris / H foils ct les 
p r oce d ures decrites dans Lee a al, Eur. I. G asuu e ut erobgy A Hepatology, (1995) 2 : 303 
ou LeeetaL J. Infect. Pis. (19951 J 7? : 161.4 condition de prendre b precaution suivante : 

20 Lorsque U proteine est origmahx d"une cs p e cc autre que H ftlis. b souebe d'H. foils doit 
remplacee par une souche d" 'Helicobacter appartenanl k respece dont la proteine est 
originairc ct a eel efTet (les autrcs conditions cxperirocntalcs restam identiques). 

Par cxemple. on teste b cspache' (fun polypeptide derive par fragmentation d*une proteine 
d*/r". pytori. k induux un eflct prote cteu r ou therapeutiq u e, en suhstituant une souche &H. 

25 pylori. Une telle souebe est proposee per t.g. Kkantbous ct si. Abstr. presented at the 
VTHth International Workshop on Gastroduodenal Pathology 7 -9th July 1995. Edinburgh, 
Scotland. Un effct protecteur est connate des lots qu*une infectioo dam le tissu gastrique 
est moindre par rapport k un eroupe comrdlc L'infectioo est cVatuee en testam facttvite 
urease, b charge bactcnennc ou l*infihration leucocytaire. Par cxemple. lorsque j'on 

30 constaw aprcs epreuvc. une reduction de ractivite urease dans le lissu gastrique. merae si 
elle n'est pes completernent abolie on est en droit (faflinner qu'il y a protection paruelle. 

Par consequent rinventson concerne cgalement (i) une composition de matiere 
comprenaru une proteine ou un polypeptide selon rinveniion et on diluam ou un support ; 
35 en psrticulier (it) une composition phamuccuoque notamment destinec a la prevention ou 
au traiteinent d*une infection a Helicobacter, qui coznprend k litre de principe actif une 
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Les methodes et les compositions pharmaceixuques selon 1'invention peuvent trailer 
15 ou prevenir des infections a Helicobacter et par consequent, les maladies gastro- 
uucsthuues associees k de utiles infections. II s'agit en paruculier. des gastrites aiguecs 
chroniques ct atropbiques ; des ulcere* peptiques e.g. des ulcers gastriques et duodenaux ; 
des cancers gastriques ; des dypepsies chroniques ; des dyspepsies ncm-ukcreuses 
rtifractaires ; des metaplasies mt est males et certains lymphomes ( e.g. low grade MALT 
20 lymphoma). 

Une composition selon r invention pcut etre adnunistree par n'importe quelle vote 
conventionnelle en usage dans le domains des vaccina, en particuber au era vers (Tune 
surface mucosale (t.g. oculairc, nasale. orale, gastrique, intestinal, rectale. vaginale. ou du 

25 tractus urinaire) ou par vote parentcrale (e.g. sous-cutanee. mtradermique. uttramusculaire. 
intravc incuse, ou inompcritoncalc). Le choix de b vote d'adnunJstnuion depend d"un certain 
nombrc psrainetrcs tel que rad/uvaut asaocie k b proteine ou au polypeptide selon 
ruvesttoa Per cxemple. si un adjuvant mucosal est utilise, on ynifltttk la voie nasale ou 
orale. Si on utilise une formulation tiptdique, on choisira b voie parentcrale. dc preferen ce 

30 b voie sous-cutanee ou irnra mu a cu laire. 



proteine ou un polypeptide selon 1'invention. en qu&ntite eiTtcace d*un point de vue 
prophybctique ou tbenpeutique : (Ui) rusage (fane proteine ou un polypeptide selon 
1'invention a litre d" agent therapeutique ou prophylactique ; (rv) rusage d*unc proteine ou 
un polypeptide scion Fuivcnuon pour b fabrication d*un rnetlicameni destine k b 
5 prevention ou au traitemcnt (Tune mfrction k Helicobacter : ainsi qu'(v) use refrhortf 
d* induction d"une reponse irnmuniuure k rencontre & Helicobacter e.g., H. pytori H. 
keilmanlL H. ftlis ct H. musteta* chez un mammifere, selon utquclle on administre audit 
rrurmmiicrc une quantitc efficace d*un point de vue immunologique d*une proteine ou d"un 
polypeptide selon tliivenuon aftn de devdopper une reponse immumtaire ; en paruculier 
10 (vi) une mcthode de prevention ou de traitemenl d*une infectioo k HtlicobacttrWe on 
ad mini s tr e a un individu une quaniite prcphylactiqucincnt ou uVrapcutiqueincnt efficace 
(Tune proteine oo d"un polypeptide selon 1'invention. 



Une composition selon Hnventioo pcut comprendre outre une proteine ou un 
polypeptide selon P invention, au moins un autre a ntigen e a* Helicobacter tel que 
Fapoenzyme dc rurcasc. ou une sous-unite, fragment, homologue. mutant ou derive de 
35 cette urease. 
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Pour usage dsns tine composition scion I'inveniion. une proteine ou un polypeptide 
selcn f invention peut toe forroule dans ou avec des liposomes, de pre f erence do 
liposomes names ou uuomques. des micro spires, des ISCOMs ou des pseudo-p&rticules 
virttes (VLPsX ■Tin de favoriser le ciblage de la proteine ou du polypeptide ou tfaugroenter 
U reponse immuniuire. L"hemme du metier dispose de ces composes sans difficult^ : par 
exemplc voir Liposomes : A Practical Approach. RRC New ED. IRL press (1990). 

Des adjuvants eutres que lei liposomes peuvent ctre aussi utilises. Un grand nombrc 
som conmts de rbomme du metier. De tels adjuvants coot references ci-epres : 

Pour administrmrion parenterale, on cite no tamm c n l des compose* d'aluminium tels 
que rhydroxyde d'slununium. le phosphate d*aruminrom et rhydroxyphosphate 
(faluminiuro. L'arrtigene peut Ctre adsorbe ou precipitc sur tin compose d'ahtrninium seloo 
des methodes ff«HMri« , D*autres adjuvants tela que lc RJBf (TlmmunoChem (Hamilton, 
MD peuvent etre utilises pour administration parenterale. 

Pour administration mucosale. on cite notamment les toxines bacteriennes e.g. la 
tonne cbolerique (CT), la toxine d*£ coli labile a la chaleur (LT) la toxine de Clostridium 
difficile et la toxine pertussis (PT) amsi que les formes dctoxifiees (sous-unite, toxoid ou 
mutant) de ces toxines. Par exemple, une preparation contenant la sous-unite B de la CT 
(CTB) et en quantite raotndre de b CT peut etre utilisec. Des fragments, des homologues et 
des derives des ces toxines sont de tneroe appr opri es dans la mesure ou ib conservenl une 
actrvite cf adjuvant. De preference, on utilise un mutant ayant une toxicite reduile. De tels 
mutants som decrits e g dans WO 95/1721 1 (Arg-7-Lys CT mutant). WO 95/3*323 (Arg- 
9-Lys Glu-129-Gry PT mutant) et WO 96/6627 (Arg-192-Gly LT mutant). D*autres 
adjuvants tets que le Itpoporysaccharide bacterien majeur (MP LA) de e.g. £. coil 
Salmonella mirmesota. Salmonella ryphimurium ou Shigella flextteri. peuvent etre utilises 
pour administration mucosale. 

Des adjuvants utiles a b fob pour administration mucosale et parenterale. inclueni 
notamment le polyptosphazene (WO 9572415). le DC-chol (3 &hA^<rJ.tf^imethyl 
anur«mArjam)<aTbamoYl) cholesterol) (USP 5 283 18S et WO 96714831) et k QS-21 
(WO 88/9336). * 

L'admiiustratiofl peut avoir lieu en dose unique ou repetec une ou plusteurs fob apres 
un certain dctai. Le dosage approprie varie en fonction de divers p arame rr es . par exemple. 
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de findividu trahe (adulte ou enfant) de I'aniigene vaccinal lui-meme du mode et de la 
frequence d'administration, de b pie senc e ou absence d" adjuvant et si present, du type 
d'adjuvanl et de reflet desire (e.g. protection ou oaitemem). comme ceb peut toe 
determine par rbomme de fart. En general, un ami gene scion r invention peut toe 
admimstre en quantite allant de 10 ug 4 500 mg. de preference de 1 mg a 200 mg. En 
partkuiter. on indique qu'unc dose parenterale ne doit pas execder 1 mg. de preference 100 
Mg. Des doses plus fortes peuvent etre prcscrites pour e.g. usage oral. Indcpertdaramcnt de 
b formulation, b quantite de proteine adnunbtree A rbomme par voie orale est par 
exemple, de t'ordre de I A 10 mg par prise, et Ton preconisc au motns 3 prises a intervalle 
de4« 



Une composition selon I'mvcraion peut etre labriquee de manierc convemionnelle. 
En paroculier oa associe une proteine ou un polypeptide selon r invention avee un diluant 
ou un support acceptable <fun point de vuc pharrnaceutique e.g. de feau ou une solution 
saline let qu'un tampon de scl de phosphate (PBS), complementee de manierc optionnelle 
avec un sel de bicarbonate lei que du bicarbonate de sodium e.g. 0.1 a 0.5 M lorsque b 
composition est destinee A r administration orale ou tmragastrique. En general, le diluant ou 
le support est selectionne sur b base du mode et de b voie d'administration et de pratiques 
pharmaceutiqucs standards. Des diluents et des supports acceptables d*un point de vuc 
pharrnaceutique ainsi que tout ce qui est rjccessairc a teur usage dans des formulations 
pbarmaccuuques som decrits dans Remington's Pharnuceutieal Sciences, un texte de 
ref er en c e standard dans ce domaine et dans le USP/NP. 

De manierc plus detail lee, on propose A litre d'exemple. tfadmininrer une proteine ou 
un polypeptide selon rinvention par vote orale. A cet efiet, une proteine ou un polypeptide 
selon rmvention peut etre rnrarmilre seule ou en presence d*autres proteines de H. pylori 
dans des capsules de gelatine aim de proteger 1'antigcne comrc la degradation par le sue 
gastrique ou bien a dmirri rtrec en pr esence de bicarbonate de sodium. De telles formulations 
om deji ete uti Usees pour des comp o si tions prutnrtaceutiques (Bbck et aL Dev. Biol. 
Stand. (1983) 21 : 9). La proteine peut cgakmem etre cncaptulcc dans des microspheres de 
PLCA (copolyroeres d*acidc glycol ique et acide lacuquc) selon le protocole decrit ailleurs 
(Eldridge et al. Curt. Top. Microbiol. Immune. ( 1 989) 144 : 59) b proteine peut egakment 
etre inchise dam des liposomes prep ar es scion les methodes eonvemkmneiles brgement 
decrees ("Liposomes : a practical approach. Ed. RRC New. D. Rickwood & BJ5. Hames. 
1990, Oxford Uiuvershy Press. ISBN 0-1 9-963077-1). 
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De maniere alternative, une proline ou un polypeptide scion rinvemion peut tee 
administni par vote parenterale. Pour ce taire, une proteine ou un polypeptide selon 
rinvemion est adsorb* sur gel d*alumine de (scon tout a fih conventionnetle. La proteine 
en solution a I mg/ml dans un tampon dont le pH est voisin de 6.3 est mise en contact 
5 pendant t heure avec de fhydroxydc d 1 aluminium a 10 mgAnJ mesure a AL*-\ La 
composition finale de la preparation est la tuivante : proteine 50 ng/mL AL*** 250 ug/ml. 
merthiolate 1/10 000, le tout en PBS.Comme dans le eas de radrmiustraion orate. 3 
injections som preconisees chacune espacce de 4 s em ai nc s de la preccdente. 

10 Un polypeptide scion rinvemion peut toe aussi utile en Unt que reactif de diagnostic 

par exentple pour detecter ta presence d*anricorps anrj-Helicobacter dans un echantillon 
bwlogique e.g. un ec h a n tillon de tang. A ceae fin, un tel polypeptide compr en d de maniere 
avantageuse 5 a SO acides amines, de preference 10 a 50 acides amines. Un reactif 
polypcptidique scion !' invention peut cue marque ou pas. scion la methode de diagnostic 

15 mise en oeuvre. Pes methodes de diagnostic aont decrites plus avant dans le texte. 

Scion un autre aspect, rinvemion foumit un anticotps rnonospectfique capable de 
reconnattre une proteine ou un polypeptide aelon rinvention. 

20 Par "anticorps morttnpccirtque" on mtend un anticorps capable de rcagir 

majoritairernent avec une acute protetne (THilicobocftr. Un tel anticorps ne peut toe 
obtemi qu'en uiilisant une protetne substantielleaicni purifiec. conune immunogene. Un 
anbeorps scion rinvention peut toe polyclonal ou monoclonal ; les rnonoclonaux peuvent 
etre chimenques (par exemple. constitues par une region variable tforigine murine associce 

25 a une region comtante humaine) ou humanisfc (seules les regions bypervariables sont 
cforigine animate, par exemple iforigine murine) et/ou par une chalne simple. Les 
polyclonaux comme les rnonoclonaux peuvent aussi toe sous forme de fragments 
d^mnuocflobuUnes par exemple un fragment F(ab)*2 ou Fab. Un anncorps scion 
rinvention peut aussi toe de n'importe quel isotype par exemple IgC ou IgA : un 

30 polyclonal peut toe (Tun isotype unique ou un melange de unts ou panie d'emre eux. 

Dans la suite du texte. les termcs "antkorps monospfcifique" el "antiserum 
monospectfique* seront employes de maniere indifTereme. 

35 Un anticorps qui est ding* a rencontre <fune proteine scion rinvemion. peut etre 

prod oil ct par la suite tdenuite en militant un dosage immunologique standard par exemple 
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analyse par Western blot, dot blot ou ELISA (voir par exemple Coligan et al. Current 
Protocols in Immunology (1994) John Wiley & sons Inc.. New York. NY) ; Antibodies : A 
laboratory Manual. D. Lace. (1988) Harlow Ed.). 

5 Ud anticorps celon rinvention peut toe utile en diagnostic ainsj qu'en 

chroeaatognmhie tfaffinite pour purifier a grandc echelle. une proteine ou un polypeptide 
selon rinvention ; un tel anticorps est aussi potent id lenient utile en tant qu'agem 
therapeutique dans une procedure d'tmmunisarion passive. 

1 0 En consequence, rinvention foumit egaJement (i) un reactif pour detecter la presence 

^Helicobacter dans un echantiUon tnologique. qui comprend un anucorps ou un 
polypeptide scion rinvention ; et (it) une methode de diagnostic pour detecter la pr e se nce 
(THtllcobacter dans un echantillon biologiquc. scion laqueUe on met eo contact 
r echantillon biologiquc avec un anticorps ou un polypeptide scion rinvemion. afin que se 

15 forme un complexe immun ; de faces opttonnelle, on elimine le materiel non lie. ct on 
detecte le complexe immun forme entre r echantillon et r anticorps ou le polypeptide scion 
I'invention, en unt qu'tndicateur de la presence a* Helicobacter dans 1' echantillon ou dans 
I'organe dans lequel I'echantillou a etc prelevc. 

20 Comme on peut aisernent le com prendre, un anucorps selon rinvention pcrmet de 

tester la presence if Helicobacter dans un extrait gastrique. 

Pour r utilisation dans un test diagnostic le reactif pour toe present* sous forme libre 
ou immobilise sur support solide ; ce dernier peut toe n'impoTte quel support utilise 

25 couramment dans cc domaine par exemple. un tube, une bille ou un puits. L'immobilisation 
peut toe obtenue par des moyens directs ou indirect*. Les moyens directs co mp rennent 
r adsorption passive (liaison non covalente) ou des liens covalents entre le support et le 
reactif. Par 'moyen indirect" on signifie qu'un compose anti-reactif capable dlnteragir un 
reactif. est tout tfabord attache a un suppon solide. Par exemple. si on utilise un reactif 

30 polypeptidjoja. un anucorps capable de le lier peut toe utilise comme anU-reactit a 
coodttioo qu'il puisse sc Iter a un epitope du polypeptide qui n'est pas implique dans La 
reconnaissance des anticorps presents dans les echantiiloro biologiqucs. Les moyens 
indirccu pcuvrm aussi tor mis en oeuvre per rinterraediaire (fun system* ligand- 
rccepteur. par exemple en g re (Tant une molecule, telle qu*une vitamine. sur un reactif 

35 polypeptidique et en tmmobilisam ators sous forme solide le icccptcur correipondarU. Ced 
est illustni t.fi par le systeme btoiine-strcptavidinc. De maniere alternative, on utilise des 
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moyens indirect* par cxemple en ajoutani ttne queue pcptidique ou rcactif e.g. pv dcs 
moyens chimiques, et cn immobilisartt le produh grefTe par adsorption passive ou par 
liaison c oval erne de la queue peptidique. 

L'invcniion coDceme egalemeni on precede de purification dune proteine ou d*un 
polypeptide selon finveniion i partir dun ecfaantillon biologique. telon lequel on soumet 
rechanultoa biologique a use chromatographic tfafiinili mcnant en oeuvre un a nuc orps 
nwnosoecinque selon rinvention. 

A eene fin, fasticorps peut etre polyclonal ou monrclonil. de prefe rence de type 
IgG. Des IgGs puriftees peuvent tee p e t parte* a partir d*un antiserum selon lea tnethodes 
couramrnent pranquccs (voir per cxemple Coligan et aJ), 

Lcs supports de chromaiograpbie coavenuoanels de mcme que dcs mcHhodes 
standard de grefTe des anticorps torn decritcs par exemple dans : Antibodies : A Laboratory 
Manual. D. Lone, Harlow Ed. (19U), 

En bref, un echantillon biologique, de preference dans une solution tampon, est 
applique a un materiel de chromatographic, de preference equilibre avec le tampon utilise 
pour la dilution de fechantillon biologique afin que la proteinc ou le polypeptide selon 
rinvention (antigene) pvdssc tee adsorbe sur le matericL Le materiel de chromatographic, 
tei quun gel ou une resiac associe a un anticorps selon rinvention. petit se presenter sous la 
forme <fun bain ou d*une colonne. Lcs compossnts qui restent no n- lies torn elimincs par 
lavage el rantigene est aloes clue dans un tampon Jelution appro pric. conune par exemple. 
un tampon de glycine ou un tampon rorftmimf, un agent chaotropique e.g. la guanidine 
HCL ou une con cen rj ari on rkhe en sel (par cxemple, MgClj 3M). Lcs fractions eluecs sont 
re cup erc cs el la presence de rantigene est alors mise en evidence par exemple cn mesurant 
rabsorbance a 280 mn. 

Un tel procede de puriftcaiion peut toe par cxemple mii en oeuvre pour purifier une 
proteinc a partir (Tun extrait totaL Neanmoins. si r anticorps n'est pas parfaitement 
naonospeciftque, U eonvtent au prcalable tfenrichii le materiel destine a tee soumis a la 
chromatographic JimrnunoafGiute. en quantite de proteine a purffter. Pax exemple. un tel 
procede peut toe mis en oeuvre pour parnure la purification de la proteine de 32 kOa telle 
que obienue selon le procede decrit ci-avmnt componant unc etapc de purification sur SP- 
Sepharose. 
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L'utilitc therapeutique ou propbylactique (fun anticorps selon rinvention peut mise 
en evidence selon le test de protection de Lee et al propose CHavent pour lcs proteincs ou 
polypeptides scion rinvention. Ainsi. rinvention a egalcment pour objet (i) une 
5 composrriori de matiere comprcn am un anticorps monospecifique scion rinvention. et un 
diluant ou un support : en particulicr. (ti) unc composition phannaceutique comprenant un 
antkorps rnooospecifique scion rinvention en quanthe efficace <fun point de vue 
therapeutique ou prophylactique ; (iii) r utilisation d*un anticorps ownospecifique selon 
rinvention dans ta preparation d*un me4kament pour trailer ou prevenir une infection a 
10 Helicobacter : ainsi que (iv) une methode pour trailer ou prevenir une infection a 
Helicobacter (par exemple. H. pylori. H. fells, H. matelae ou H. heitmanil). selon laquelle 
on adrninistre une quantite therapeutiquexnent ou pnxihylacuqucmera efTteace d*un 
anticorps scion rinvention. a un individu ayant besoin d*un tel traitemem. 

15 A ccttc fin. r anticorps monospecifiquc peut dtre polyclonal ou monoclonal, de 

preference d*isotype IgA (d*une maniere prcaominante). Dans le cadre if une methode 
(f immunisation passive, rami corps est adrninistre par voie mucosale a un mammifcrtt, par 
exemple au niveau de la muqueuse gastrique, soil par vote orale ou intragastrique, 
avantageusement en presence dun tampon bicarbonate. Uo anticorps monospecifique selon 

20 rinvention peut tee adrninist re en nun que scul comp o sant actif ou en melange comprenant 
au mo ins un anticorps monospecifique paroculier a chaque polypeptide d'Htticobocier. La 
dose d'anticorps qui doit etre utilisee dans ccttc methode peut etre aisement determine* par 
rbomme du metier. Par ex em ple. on indique qu'une posologic peut cue caracterisee par une 
administration jouraalicrc comprise cntre 100 et 1 000 mg d'anticorps pendant une semaine 

25 ; ou une dose comprenant 100 a 1 000 mg d'anticorps adniinisvee trots fois par jour 
pendant deux ■ trois jours. 

Une composition phannaceutique comprenant un anucorps selon rinvention peut toe 
fabriquee selon tea regies enonccej ci-avant pour une composition comprenant une proteine 
30 ou on polypeptide selon rinvention. De rneroe. s'appliquent des 'indications medicaid 
tdenliqucs. 

Llnvemion est illustree ri-apres par reference aux figures suivames : 

35 La Figure 1 est un schema recapitulauf du protocole de prep arati on des fractions 

niernbraruurcs I. II et III d"H pylori. 
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La Figure 2 presente I'analysc des fractions mcmbnnaircs I. M ct HI par 
clectrophorese sur gel dc poryacrytomide 10% et coloration «u bleu de Coomassie. Les 
echantiHons deposees soot : U fraction membranaire 1 (colonne 2). la fraction membranatie 
II (colonne 3). la fraction membranaire III (colonne 4) et les rnarqueuri de poids 
molcculaire (colonne I). 

La Figure 3 presente fanalysc pax electrophorrie sur gd dc poJyacrylamide 10% et 
coloration au bleu de Coomassie. des protetnes purifiecs a partir (fun gel preparatif 
(colonies J a 7). Les cchantillons deposes sont : la fraction HpPl (colonne 3). la fraction 
HpP2 (colonne 4). la fraction HpP4 (cokmne S\ la fraction HpP5 (colonne 6\ la fraction 
HpP6 (colonne 7). les marqucun de poids molcculaire (colonne* I et 8) et la fraction 
c2). 



La Figure 4 presente ('analyse des fractions issues du passage sur DEAE Scpharose. 
des frictions 7 et 9 (obtenues apres duxion sur Q Scpharose). Les fractions out ete scparees 
par electrophorese sur gel de polyacrylaxnide 10% ou I2JH et colorees au bleu de 
Coomassie. Les echantillons deposes sont : to fraction 7 (colonne 2AX U fraction 7.1 
(colonne 3A). la fraction 7.2 (colonne 4A), la fraction 9 (colonne 2B). la fraction 9.t 
(colonne 3B). la fraction 9.2 (colonne 4BV la fraction 9.3 (colonne SB) ci les marqueurs de 
potds molcculaire (kOa) (colonne 1 A ct I B). 

La Figure 5 presente. apres elcctrophorese sur gel de polyacrylamide 10% ct 
coloration au bleu de Coomassie. k profil tlectropborcuque de la fraction D issue de to 
chromatographic sur colonne de Q-Sepharose de la fraction membranaire III (colonne 3) et 
de la fraction 13* issue de la chromatographic sur colonne de S-Scpharose de to fraction D 
(colonne 4\ La coloanc I c or respond aux roarqueurs de poids molccirlaire et to colonne 2, 3 
a to fraction membranaire III. 
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EXEMPLE I : Preparation des tractions mrmbranaires 
1A- Carfare 

La touchc H. pylori ATCC 43579 est cultivee en milieu tiquide dans im 
fermenleuT de 10 I. 

Un congetot de gennes en glycerol est utilise pour ensernenser im flacon de 75 
cm 2 conienant du milieu dtt "biphaiiquc" (une phase solide en gdlose Colombia 
c o n t en a nt 6 % de sang de mouton frais et une phase liquide en trypticase de soja 
conienant 20 % de serum de veau foetal). Apres 24 heures de culture dans des 
conditions microacrophiles, to phase liquide de eette culture est utiUsee pour 
ensernenser plusieurs flacons de 75 cm 2 en milieu biphasique en r absence de sang de 
mouton. Apres 24 heures de culture, to phase liqude permet d'ensemenser un 
biofcrmcntcur de 2 1 en milieu liquide trypticase soja cocnenam de la beta 
cyelodextriac a 10 g/L Cette culture A DO 1.5-1.8 est tnoculee dans un fermenieur de 
10 I en milieu liquide. Apres 24 heures dc culture, les baclerics sont recoltees par 
eentrifugaiion A 4000 x g pendant 30 minutes * 4*C. Une culture de 10 litres de H. 
pylori ATCC 43579 en fermemeur p er m e t d'obtcnir environ 20 4 30 g (poids humidc) 
deb 



IB - Extraction par It ■ octyl ft-D ftucopyra ootid* (OG) 

Lc culot de gennes obtenu prece4emmem est lave avec 500 ml de PBS 
(Phosphate buffer saline ; NaCl 7.650 g. phosphate disodique 0.724 g phosphate 
monopotassique 0.210 g pour un litre ; pH 7,2) par litre de culture. Puis les gennes 
sont a nouv cau centrifuges dans les memes conditions. 

Le culot bacterien obtemi (Ct) est remis en suspensioo dans une solution d*00 
(Sigma) A 1 % (30 ml/litre de culture). La suspension bocterienne est incubee pendant 
I heurc A temperature ambiante sous agitation magnetique. puit centrifugee A 17 600 
x g pendant 30 minutes A 4*C. 



Lc culot (Cj) est conserve pour cut traite par to suhe. 
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Lc sumagcant (S2) obtenu est dialyse (MWCO10 000 Da. Spectra/por) 
pendant une nuil 4 4*C uu) agitation magnetique contre 2 fois 1 litre dc PBS dilue 
au 1/2. Lc prcctpite forme au cours de ta dialyse est r faip cr c par cennirugciion a 2 
600 x g pendant 30 minutes a 4"C. Lc sumagcant (Sjd) est limine et lc culot 
(Cs2d) 4ui contiem des protetnes dc membrane est conserve' a -20*C 

1C- Catsag* dc* grraacs 

Lc culot (C2) obtenu apres centrifugatioa des games traites par TOG est remis 
en suspension dans du tampon Tris-HCl 20 mM pH 7.5 ct Pefabloc 100 pM (tampon 
A) puis bomogenctse 4 ("aide de rullra*turrax (3821. Janke & Kungel). Ltamogenat 
obtenu est mis en presence dc tysozymc (0.1 mg/ml final) et cTEDTA (1 mM final). 

Llwmogenat est sonique J fbts 2 minutes a 4*C (♦ sondc*0J en, 
puixsance-20%, Sonifier 450 Branson), puis ultracentrifuge a 210 000 x g pendant 
30 minutes a 4*C. Lc sumageam (S3) qui comient des protetnes cytoplasmiques ct 
pcnplasmiques, est elimine, aloes que le culot (C3) est recuperet lave en tampon A, 
puis ult/acentrifuge a 210 000 x g pendant 30 minutes a 4*C. Apres elimination du 
sumageam (S4X le culot (C4) est conserve 4 -20*C. Cc culot cooucnt des protetnes 
memfa rsn s ir cs uitrinscqucs ct penphdnqucs. 

La procedure petit etre poursuivie par un double lavage du culot C4 pour 
eliminer les p r otc in es nMmbranatres penpbenques. Le culot C4 est remis en 
suspension dans du tampon NBCO3 50 mM pH 9J5. Pefabloc et 100 uM (tampon B). 
La suspension est uhracemrifugee 4 210 000 x g pendant 30 minutes a 4*C. Le 
sumagcant (S3) est e limine puis le culot (C3) est lave et uloaccntrifuge dans les 
memes conditions que pntcedemmenl. Apres Elimination du sumageant (S$). k culot 
(C$) qui contietit essenucUcmcnt des protc'ines membranaifes uitrinscqucs. est 
conserve a -20*C. 

Les fractions C4. C6 et Cg2d som eppelees par ta suite icspectivement 
fractions rncmbianaires 1, II et 111. # 

ID- Analyse del fractions mtmbraoaim 
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Les dilTcrenies fractions menunanaires sont anaiysecs par clectrophorese sur 
gel de polyacrylarnidc en presence de 5DS scion la methodc de Lacmmli (1970). Les 
protcines som visualisccs apres coloration au bleu dc Coomassie. 

Si on Mnstdere les protetnes majeures dc cbaquc fraction, les profus SDS- 
PAGE (Figure 2) montrent que la fraction menibranatre I est ots procbe de la 
fraction membranaire II. Par centre ces deux demieres different sensiblemcnt de la 
till. 



10 Le profil dc la fraction membranaire I presente 7 bandes protciqaes majeures 

de potds molcculaira rcspectifs 87. 76. 67. 54. 50. 47 ct 32-35 kDa (cotonne 2). Par 
western blot cn presence d*antieorps anti-urcB ou d"amicorps ami-catalase, on a 
rnomre que la bande 4 67 kDa correspondatt 4 la sous- unite B de rurcase et la hmdr 
4 54 U> correspondait 4 la catalasc. Ces deux protcines ne sc rctrouvcni pas dans le 

15 profil de la fraction II (coloone 3) puisque le lavage en tampon carbonate elimine les 

protcines raiblcmcnt asso ci ces 4 la membrane. Quant au profil protcique de la 
fraction membranaire ItL □ montre ta presence de 4 bandes majeures 4 76. 67. 50 et 
30 kDa (coloone 4). 

20 EXEMTLE 2 t PuriflcarJoa des proteoses de ta fracrJm mrmbrattalre I par SDS* 
PAGE preparative 

Une ^leorophorese est realisec sur gel de polracrylamkle selon la methodc de 
Lacmmli (1970) avee un gel de concentration de 5% et un gel de separation de 10%. La 

25 fraction membranaire est remise en suspension dans du tampon A. puis dttuce au demi 
dans le tampon ccbaniillon 2X Lc melange est chaufic 5 minutes 4 95*C. Environ 19 mg 
de protetnes sont deposes sur un gel de dimension 16 x 12 cm et tfepsisseur 5 mm. Une 
prtmigration est cflcctuee 4 50 V pendant 2 heures, sume Ame migration 4 65 V pendant 
la suit La coloration du gel au bleu dc Coomassie R250 (0.05% dans de Tcau ultrafiltrec) 

30 pennet une bonne visualisation des bandes. 

Les bandes majeures HpPl. HpP2. HpP4. HpP5 et HpP6 sont decoupces au scalpel et 
broyees i rultra-furrax en presence de 10 ou 20 ml de tampon <fextraction Tris-HCl 25 mM 
pH 8 J, uree S M. SDS 10%. phenyl methyl sulfonyl Ouorique (PMSF) 100 uM et Pefabloc 
35 100 uM (tampoo O- Chaque broyai est fittre sur un ptefihrc Milliporc AP20 (4^ - 4.7 
cm. « pore - 20 urn) 4 raide tfun extrudeur 4 une pression de 7 bars. 4 temperature 
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trobUntc. Chaque broyat est Uve avec 5 a 10 ml de tampon C el filtre comme 
prcc4demraem. Lea deux filtimts obtenus a paitir de chaque broy«t correspondam sont 
rassembles. 

Chaque filtrat est prectpite avec 3 volumes d'un melange 50 : SO methanol 75% et 
isopTDpanol 75%, puts uluacentrifuge i 240 000 x g pendant 16 hcurcs a 10*C sur rotor 70 
TFT(JS-55. Beckman). 

Chaque culot est repris par 2 ml de tampon de sotubilissiion NaP04 10 mM pH 7,0. 
NaCI I M. Sarfcosyl 0,1%. PMSF 100 uM. Pefabloc 100 uM ct urec 6 M (tampon D). 
L'echamillon solubilise' est dialyse successivemcnt contre 100 ml de tampon D 1 4 M 
d"uree et 0.1% de SarkosyL contre 100 ml de tampon O a 2 M <furce et 03% de Sarkosy! ct 
contre 2 fois 100 ml de tampon D sans urec ct a 0.5% de SarkosyL La dialyse est effectuce 
pendant 1 beure sous agiuiion magncHique a temperature ambiante. Le dialysal final est 
tncuW pendant 30 minutes dans un bain de glace, puis centrifuge a faible vttcssc pendant 
10 minutes a 4*C (Biofuge A. Heraeus Scpatech). Le tumageant est recupcrc. filtre sur 
filtre Millrpore a 0,45 |xm et conserve' a -20"C 

Une analyse SDS-PAGE a Hi realtjee pour chaque fraction (Figure 3). 

L'analyse du profil ^lectrophoretique de chaque fraction montre que les fractions 
HpPl. HpP2 et HpP4 sont pures avec une seule bande sur gel pour chacune de ces fractions 
(respect ivcmeirt a 87. 76 et 54 IcOa). La fraction HpP5 presente une bande de forte intensity 
a 50 *Da leg c r c m cn t comamtnee par une bande a 47 kDa ; dc meme la fraction HpP6 
prcscnte une bande dc forte intensity 4 32 kDa legeremeni comaminee par une bande a 35 



EXEMPLE3 : Purification da protein e* membrmnairei dc 30. 50 et 54 kD a partlr 
de la fraction membra nairc I 

3A - Chromatogra p hie ccbangeoM d'anioni sur Q-Sepharosc 

Une colonne de Q Sepharose de 40 ml (^-2.5 cm. h-A* cm) est preparee selon 
les indications du fabricant (Pharmacia). La colonne est lavet puis equilibree avec le 
tampon NaCC>3 50 mM pH 9.5. Pefabloc 100 uM et Zwittergent 3-14 a 0.1%. La 
chromaio graphic a et* sutvte par une detection UV a 2*0 nm a ta sortie de la colonne. 
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Cent quarante mg de prottfines de la fraction membronaire I prealablernent 
solubilisee sont deposecs sur la colonne qui est ensuhe lavee avec le tampon 
(Tequtlibrage (NaCOj 50 mM pH 9.5. Pefabloc lOOuM et Zwittergent 3-14 0.1%) 
5 jusqu'a ce que rabsorbancc k 2R0 run soit stabilisec. Les protetnes sont eluees par un 

gradient de 0,1 * 0.5 M de NaCI dans le tampon tfequilibre (10 fois VjX sufvi d'un 
lavage en tampon d*equilibrage contenant 0.5 et 1 M de NaCI (2 fois Vj). Les 
factions collectees sont analysecs par SDS-PAGE ct rassembtees en difterents pools 
selon leur profil electrophorctiquc. puis conservees a -20"C. Les fractions sont 
10 comme suit : 



fraction 


ttetson 


fractions 


etotion 


1 


elual direct 


6 


NaCI 0.25-O.21M 


2 


lavage 

tamp.equilibre 


7 


NaCI 0J8-OJ5M 


J 


NaCI 0 4.1 M 


8 


NaCI 0.3S-O5M 


4 


NaCI 0.1-0.2M 


9 


debut lavage NaCI 1M 


5 


NaCI 0.2-0.25M 


10 


ftn Lavage NaCI 1 M 



Le bilan proteique montre que 53% des prouHnes sont duces au coun du 
gradient de NaCI 0-0.5 M. 14% des proi&ncs ne ce torn pas Twees tut la colonne el 
15 33% des prouHnes sont <Iuecs au coun du lavage en NaCI I M (tableau 5). Les 

prouHnes non ftxees sur la colonne. co-respondent a des proteutes alcalines chargees 
poshivement k pH 7 .5. alon que les protclnes craecs en I M NaCI correspondent a 
des protetnes acides forterocnt chargees k ce prL 

20 La purification des fractions 7 et 9 est poursuivie comme suit. 

3B - Srparattoo dea protrlacs d«s fractions 7 ct 9 par chromatographic 
echangetue d'anions sur DEAE Sepharose 

25 Unc colonne de DEAE Sepharose est pr ep ar ee selon les indications du 

fabricant (Pharmacia) pour un volume dc gel d" environ 10 ml O-U cm. h-5 cm) 
(maximal 10 mg protemeAnl dc gel). La colonne est lavec. puis dquilibree avec le 
tampon Trts-HCI 50 mM pH 7 J. Pefabloc 100 uM et Zwirtergem 3-14 4 0.1%. La 
chromatographic est suivtc comme prcc4demmcnt par une detection UV A 280nm a la 

30 sortie de la colonne. 
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La fraction 7 dialysec au prealablc contre le umpon d'equilibragc (Tris-HCl 50 
mM pH 7 J. Pefabloc 100 pM el Zwittcrgeni 3-14 0.1%) contenant 10 mg de 
proteines. est deposed tur la eolonne de DEAE Sepharose, La eolonne est lavec en 
5 lam poo tfequilibrage jusqu'a ce que rabsorbencc a 2S0 ran soil stabilisec Les 

proteines sont eluees par un gradient de 0 i 0 J M de NaCl dans le tampon 
cf equilibrate (10 foil Vj). cuivi d*un lavage en tampon d*cquiltbiage contenant I M 
de NaCl (2 foil x V-r). Les fractions coUectees sont analyzes par SDS-PAGE. puis 
ressemblees en different! pools scion leur profil proieique ei co n serves a -20*C. par 
1 0 SDS-PAGE, on montre que la fraction 7. 1 (eluat direct) est <fintenh. 

Une purification identique est reconduite avec la fraction 9 contenant 31 mg de 
prolines. Par SDS-PAGE on montre que les fractions 9.1, 9.2 et 9.3 respectivement 
eluees 6 0.1 -0.25 M NaCL (U -0.4 M NaCl et 1 M NaCl sont tfintertt. 

15 

Pour la fraction 7 (Figure 4A), ks resulUOs obtenus montrcm que settlement 
une proteine de 30 kDa (eolonne 3 ; fraction 7.1) a cte enrichie et partiellement 
separec asres passage sur la eolonne de DEAE Sepharose, les autres proteines n'onl 
pas etc s e partes . Pour la fraction 9 (Figure 4B), les profils electrophoreiiques 
20 montrent que deux proteines de 54 et 15 kDa (cokxmes 3 et 5 ; fractions 9.1 ei 9J) 

ont ete scpai ec s et une proteine de 50 kDa a eti enrichie (eolonne 4 ; fraction 9.2). La 
proteuic de 54 kDa de la fraction 9.1 oe reagh pas avec des anticorps anti-csialase. 

EXEMPLE 4 : Purification d< la proteine tntmbranairc de 32 kDa a partb- dc la 
25 fraction membra aaire I 

La fraction inembnnaire I est solubilisee en tampon NaCOj SO mM pH 9.S ■ 
temperature ambiante pendant 30 mia sous agitation. La suspension est ensuite 
centrifuge a 200 000 xg pendant 30 min a -t-4'C. Le sumageani est dialyse contre du 
30 tampon NaP0 4 50 mM pH 7.0 puis depose sur une eolonne de SP- Sepharose 

prealablerncnt equilibre avec ce meme tampon. Apres lavage de la eolonne avec ce 
mesne tampon, la eolonne est soumise a un gradient dc NaCl 0-0.5 M. La fraction 
eluee entre 0,26 et 0. 31 M comient la proteioe de 32 kDa. 

35 
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EXEMPLE i • Preparation de scrums byperimmuDS a rencontre dca fractions 
HpP5 et HpP& 

Des serums polyclonaux specifiques des proteines membranaires majeures H. pylori 
5 sont obtenus par hypCTi minimisation des la pins respectivement avec les anugenes purifies 
par SDS-PAGE preparative HpP5 et HpP6. La premiere injection JO (sous-cutance 
muhisites et intramusculaire) est effectuce avec une preparation contenant 50 Mg de 
proteine mcmbranaire emulrionnee en adjuvant complet de Freund. puis les mppels 121 et 
J42 se font par injection dc 25 Mg de proteine roembranaire en adjuvant incomplet de 
10 Freund. Les animaux sont aerifies a J 60. Les serums obtenus »m decomplanentes 
pendant 30 minutes a S6"C et sterilises par filtration sur membrane de porosite 0.22 \im 
(Millipore). 

L'antiscrum anii-HpP5 reagil avec la proteine de 50 kDa isolce dans ta fraction 92 
15 obtcnue dans rExemple 3. L'anuserum anii-HpP6 reagil avec la proteine de 32 kDa isolce 
dans la fraction eluee entre 0.26 - 041 M NaCl sur SP-Sepharose, telle qu'obtenue dans 
rExemple 4. 

Bicn evidemmcm. le protocole ^immunisation decrit ci-avanl peut etrc utilise de 
20 manicre similaire pour prod ui re des antiserums a rencontre de chacune des proteines 
purifiees a rExemple 3. Les preparations obtenues dans ces excmples pourronl etrc 
svantageusemeni soumises a une clectrcphorcse preparative sur gel de SDS-PAGE. Les 
baodes proieique* seront tmilecs comme precederomcm afin d'obtenir unc preparation 
destinec a 1" immunisation. 

25 

ETKfiMP LE ft : Purification d'one catatas* a partfr d*/V. pyiori 

Une culture est realbee comme decrit dans rExemple 1 A. Le culot bacterien lave est 
remis en suspension dans du tampon phosphate de sodium 50 mM pH 7 J contenant du 

30 PMSF (phenylmethylsul fonyl fluoride Sigma) 100 pM (tampon A) a concentretion finale 
de 0.1 g (potds humidc) par millilitrc. La suspensioa est homogeneisee * l*aide d*un mixcur 
de type Ultraturrax. Les cellules bacteriennes sont ensuite cassees par sonication avec un 
appareil de type Sonifier (Branson) equipe <fune sonde dc diamctrc 1.8 cm. La sonkation 
s'effectue par Interminencc. 1 min de sonication et 1 min de rcpos sur glace. Une 

35 sonication de 10 min est suffisante pour c ass er completemcm 5 g de gennes en suspension. 
Le lysai ainsi obtain est centrifuge pendant 1 5 min a 4*C a 4 000 g. Le sumagcant est 
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rccupere puis, centrifuge" * nouvcau a 100 000 g pendant 30 mtn a 4 a C. Le sumageant de 
cent deuxieme centrifugation (S2) est rtcupere pour use puriftcauon chromatographic. La 
fraction S2 pripai ee de certe facoa conserve environ 90% de I'aetivite enzymatique 
"catalase" totale. telle que mesurec selon U technique de Hazell et al (supra) ou Beers & 

5 Sizn.J. Biol. Chcrn. H 952) 195: 133. 

La fraction S2 est chargec sur une colonne S-Sepharosc (Pharmacia) prealablement 
cquilibree avec du tampon A. La colonne est laves avec le mem* tampon. La 
chromatographic est suivie avec un detecteur UV a 280 om pour les prottines et par 

10 I'artivite enzymatique pour la catalase. Aprcs elimination des protcioci non-fixces 
(T absorption a 280 run reviem a la ligne de base), ta colonne est ensuite lavee avec un 
gradient de NaCl, 0 a 1M dans du tampon A. Les fractions co rr es pondent au pic de 
factivite catalase toot recueilties, concentrees dans une cellule de concentration de type 
Ami con eqtripee de membrane dom le aeuil de coupure est de 100 000 Dal tons. La fraction 

15 conccmree ainsi obtenue est charge sur une colonne Scphacryl 5-300 HR prealablement 
eauilibrec avec du tampon PBS. Les fraction* contcnaM de ractrvite catalase sont 
rccucillicv concentred i 1 mg/ml et dialysees centre te tampon PBS. La solution finale est 
ftltrcc sur une membrane de porosite 0,22 um et conservee a *70*C. 

20 La proteine ainsi purifiee presence les caracteristiques suivantes: 

(i) Une activite enzymatique de catalase typiquc. cn 1'absence (f activity 
peroxydase. 

25 (ii) Un spectre visible typique <fune nemoproteine, un pk de Soret a 406 nm et les 

pics d*alpha et de beta entre 520 om et 550 ran. 

- (iii) Une forme monomerique a 54 kOa en SDS-PACE avec la sequence N- 
tenninale suivante: MVNKDVKQTTAFGAPVWDDNNVITAGPRG. 
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EXEMPLE 7 Purification de b proteine membranaire de 50 kDa par 
immeaoafltoUe 

5 7A - Purification des IgGs 

Un scrum hyperimmun anti-fraction HpP5 tel que prepare dans fExemple 5, est 
depose sur une colonne Proteine A Sepharose 4 flast Flow (Pharmacia) 
prealablement equilibree en Tris-HCI 100 mM pH 8.0. La resine est lavee par 10 
1 0 volumes de colonne de TrivHCI 100 mM pH 8.0 puis par 10 volumes de coioone de 

Tris-HCl 10 mM pH 8.0. Les IgGs sont duces en tampon glycine 0.1 M pH 3.0. Les 
IgGs sont collectees en tent que fractions de 5 ml auxquella est ajoule 0.25 mi de 
Tris-HCl 1 M pH 8.0. La densite optique de l eluat est mesurec a 280 nm et les 
fractions contenant les IgGs sort rasserablees et si necessaire. congelees a -70*C. 

15 

7.B - Preparation da la colonne 

Une quantity eppropriec de gel CNBr • activated Sepharose 4B (sachant que I 
g de gel sec donne environ 3 J5 ml de gel hydrate et que la catpacite du gel est 5 a 10 
20 mg dlgG par ml de gel) Cabrique par Pharmacia (ref : 17-0430-01) est mis cn 

suspension dans du tampon NaCl I mM. Le gel est ensuite love a r&ide <fun buchner 
en ajoutant de petiies quantitea d"HC1 I mM. Le volume total d"HCI 1 mM utilise' est 
de 200 ml par gramme de gel. 

25 Les IgGs purifiees sont dialysees pendant 4 hn a 20 + 5*C cootie 50 vol. de 

tampon phosphate de sodium 500 mM pH 7.5. Elks sont ensuite dilutes en tampon 
phosphate de sodium 500 mM pH 7.5 a une concentration finale de 3 mg/ml. 

Les IgGs sont tncubees avec le gel pendant une mnt * 5 + 3 *C sous agitation 
30 rotative. Le gel est mis dans une colonne de chromatographic et lave avec 2 vol. de 

colonne de tampon phosphate 500 mM pH 7.5. Le gel est alors trsnsfcrre dans un 
tube et incube* en cthanolamine 100 mM pH 7.5 k la temperature ambiante sous 
agitation. II est ensuite lav* par 2 vol. de colonne de PBS. Le gel peut etre conserve' 
cn PBS rnertbiolatc t/1 0 000. La quamite dlgGs couolecs au gel peut etre determine' 
35 en mcsunuu la difference de densite optique a 280 nm de la solution initiate d*IgGs et 

de feluat direct plus les lavages. 
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7.C - Adsorption cl elation de ranugene 

Une preparation proteique d"amigene en Tris-HCI 50 mM pH S.O EDTA 2 mM. 
5 par exemple la fraction membranairc I ou II (fraction C4 ou C6 tclles qu'obtcnuc 

dins I'Exemple 1C et solubiliscc en zwinergem) at filter au tnvers (Tune membrane 
de 0,45 fim puts est deposee sur 1a coionne equilibree so prealable avec du Tris-HCI 
SO mM pH 8.0 EDTA 2 mM, i un debit <f environ 10 tnl/hr. Ensutte. U cotocne est 
lave* par 20 vol. dc Tris-HCI 50 mM pH 8.0 EDTA 2 mM. de maniere alternative. 
10 radsorption peut itre raise en oeuvrc ea bain ; r incubation est poursuivie 4 5 + 3*C 

pendant la nuit et sous agitation. 

Le gel est lave par 2 a 6 vol. de tampon phosphate de sodium 10 mM. pH 6.8. 
L'antigene est clue avec du tampon glycine 100 mM pH 2 J. L'eluat est rccolte dans 
15 des fractions de 3 ml auxqudles sont ajoutes 150 ul de tampon phosphate de sodium 

I M, pH 8.0. La denshc optique de cheque fraction est mesuree a 280 am: les 
fractions conienant rantigene sont rassemblecs et conservees a -70°C. L'analvsc par 
ilectrophortse kit gel de SDS-Page 10% revile une seule bande a 50 kDa. 

20 EYEMPLC It Purification dt U proteins membranairc d« 32 kOa par 
immonoaiuait* 

L "Exemple 7 est repete en un'lisant ran ti serum ami-fraction HpP6, afin de poumrivre 
U purification de ta fraction elude enire 0O6 et 0. 31 M NaCI commc decrit dans rExemple 
25 4. Les fractions collected apres elution et contenant ta proteinc sont rasscmbtecs en une 
seule preparation ; celle-ci est analysec par dectrophorcse sur gel de SDS Page 10 %. Une 
seule bande apparalt a 32 kOa. 

EXEMPLE ? Test d'aggmunatioa 

30 

9 -A - Colfre 

A panir d*une soucbe <T/i pyiori n * ATCC 43579* (disponible aupres de 
fATCC. 12301 Parkiawn Drive. Rockvilte MD - USA) conservee en glycerol a - 70 
35 *C. on enscmence un flacon de 25 cm* contenant un milieu biphasiquc Le milieu 

biphasique comprend une phase solide consriroce de 10 ml de gelose Colombia 
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(BioMerieux) additionnee de 6 K de sang de mouton frais et une phase liquid* 
coostituee de 3 ml de bouillon Trypticase soja (Difco) contenant 20 % de serum de 
veau foetal. Les nacons sont places dans un sac etanchc dit "generbag" (BBL) et 
incuhes sous agitation rotative douce a 37"C pendant 48 heures en condition de 
5 microaerophilie (8-10 % CO* 5-7 % Oj et 85-87 % N 2 ) obtenu par le System 

MkroaerfBBLy. 

Cette culture dc 48 heurcs est utitisee pour ensemencer de nouveau des flacons 
contenant du milieu biphasiquc. L'absorbance iaitiale de cette culture a 600 om doit 
10 etre comprise entrc 0.15 et 0.2. Les flacons sont incubes dans des conditions 

identiques * cclles decrites prec&Scmmcnt. 

Apres 48 heures. la suspension bacterienne est transvasec dans un tube i essai. 
L'absorbance de cene culture est mesuree et elle doit se xttuer entrc 3.0 « 3,5 k 
15 600am. L'aspea des germes est control* sous microscope apres une coloration au 

9.B - Antirfnuni 

20 Un antiserum tel qu'obtemi dans rExemple 5 est filtre sur une membrane 0.45 

urn pour climiner les petits agregats s*il en existe avant utilisation. 

»C-Tet1 fiwlBtiBHtrrTI 

25 Sur une lame pour immunoprccipiution a food noii (Prolabo ret 10050). on 

depose 20 pi d*eau physiologique dans le premier puit. 20 pi dc serum preleve avant 
immunisation dans tc puit central et 20 pi d*anuscrum dans le troisiemc putts. Vingi 
ul de suspension bacterienne <TK pylori sont ajoutes dans chactm des trots puiu et on 
melange eruuite les gouttes a Taide dune pipette Pasteur a bout rood ferine. 

30 

On observe sous une loupe mirotr. r apparition d"uoe aggJuunation 5 minutes 
maximum apres avoir realise* le melange. L'agglutination est complete lorsque le 
melange se preseme sous la forme d"unc solution limpide coraprcnani de gros 
agregats. Les terrains ncgatifs. soil avec de I'eau physiologique. soit avec le serum de 
35 pnf-iinmunisatton. doivent rcster troubles, revebmt que la suspension bacterienne est 

imacse. 
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Les antbcnmu ami-fraction HpPJ et anti-fraction HpP6 dooiteni une reaction 
dagglu rin aiion tres forte Dsns lea conditions testces. lcs bactcries &H. pylori 
s'iggJutinait raptocmem ct U reaction est complete ■ores unc minute. Lcs resuluts 
indiquem que les proteine* de 50 et 32 kDa soot vtaiserablafalemcnt exposees k la 
surface d* H. pylori. 

EXEMFLE.1Q Mia* en tvtdcacc dc relict protectrur des proteina rnernbraoairct de 
dt 54, 50, 30 rt 32 kD« 

Des groupes (Tune dizsiae de souris Swiss Webster igees dc 6 a t semawes fTaconic 
Labs. Geraiantown. NY), sont immunises par vote mtragastrique avec I. 5. 25. 50 ou 100 
ug de rsstigene de 54. 50 ou 30 kDa purifii par chromxlograpbie tel que decrit a rExemplc 
3 ; ou de raraigene de 32 kD* purifie par chromatographic tel que decril a rExemplc 4 ou 
par immunaafiinite tel que decrit dans rExempte S ; ou de rtntigene de 50 kDa purifie par 
par immunoaffinite tel que decrit dans rExempte 7 (pre fere). L'emigene est dilue en PBS 
ou en PBS contenxnt 0,24 M dc bicarbonate de sodium. L'antigene est supplement* par 5 
ou 10 Mg de toxine cholerique (CT) (Calbiocbcm. San Diego) ou de heat-labile toxtne (LT) 
(Bcma Products. Coral Gables FL) . Lcs souris sont taut d*abord anestbesfces avec de 
risoflunne ; puis la dose est admmiarec sous un volume <f environ 0.5 ml k I*aidc dW 
csnule. Quatre doses sont odministrces a chaque souris k 7-10 jours tfintervalle. Deux 
■emaines apres la dcrniere administration dsntigtne. les souris sont cprouvees par one dose 
unique de la souche H. pylori ORV2002 (I x 10' de bactcries vivanics dam 200 ul de PBS 
• ^550 de 03 environ) ndminiirrce par voie mtragastrique. Un groupe n'ayant recu aueune 
dose dantigenc et servant de controle en eprouve de meow. Deux sentaines apres 
rcprcuvc, lcs souris sont sacrifice*. Le pourcentagc dc protection est determine soil en 
mesursm ractivite urease ou en evaJuanl la charge bacterienne par histologic ainsi que cela 
est decrit dans Lee a a! (supra) ou direct em cm par culture quantitative GhLpyiori. Dans ces 
conditions, on en en mcsure (fobscrvcr pour chacune des protewes de 54, 50 30 et 32 kDa. 
une reduction sensible de la charge infectieusc chez la plupan des souris iirtmunisees avec 
25 ug par rappon au groupe controle : ceci percnet de cone lure que les antigenes de 54. SO. 
30 ct 32 kDa SH. pylori sont au moins paxtiellement protecteurs : les meilleurs resuluu 
etant obtemu avec la prot&ne dc 32 kDa (100 de protection) * 
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USTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Pasteur Merieux scrums ct vaccins 

(B) RUE: 58 avenue Leclerc 
(O VILLE: Lyon 
(E) PAYS: France 
(F> CODE POSTAL: 69007 

(G) TELEPHONE: 72 73 79 31 

(H) TELECOPIE: 72 73 78 SO 

(ii) TTTRE DE L* INVENTION: Nouvclles 

4 Helicobacter pylori 

(it!) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDIN ATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(O SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS- DOS 
(D) LOGIC! EL: Patentln Release #1.0. Version «IJ0 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: I: 

(i> CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(iii) HYTOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 

(v) TYPE DE FRAGMENT: N-tcrminal 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO. I: 
stat Lys Olu Lye Pha Am Ax? Tbr hym Fro Hia Val Am Ila Oly Tbr 



45 Ila Gly Hia Val Aap Bia 
30 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTER1STIQUES DE LA SEQUENCE: 
3 (A)LONOUEUR: 29 arioes amine* 

(B) TYPE: acide amine 
(CI NOMBRE DE 8RINS: simple 
(D) CONFIGURATION: Imeaire 

1 0 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
HYPOTHET1QUE: NON 
<iv) ANTI-SENS: NON 
(v) TYPE DE FRAGMENT: N-terminal 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Mac V*l A*n Lys A»p Val Vym Ola Thr Thr Ala Pho Oly Ala Pro V*l 

1 5 10 IS 

20 Trp Aap Aap A*n A»n V*l Il« Thr Ala Oly Pro Arg Oly 
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1. Une proline d Helicobacter pylori sous forme substantiellement purifiee, 
susceptible d'etre obteoue i partir d*une fraction rocmbranaire <TH pylori ct 
dont te poids motcculaire apres eiectrophorcae sur gel de polyaovtamide 10 % 
en presence de SDS. apparalt de rofdre de 54. 50. 32-35 ou 30 kDi ; a 
condition que lorsque le poids moleculaire est de 54 ItDa. la proteine ne 
reagisse pas avee un antiserum tmt-catalase. 

2. Uoe proteine scion la revendication 1 . doru le poids raoleculairc apparent est de 
I'ordrc de 54 kDa et qui est susceptible cfeur obtenue par un precede dans 



(i) oo precede a une extraction des batteries H. pylori par du n-octyl P-D 
glucopyranoside 1%, suivie d*une eentrirugation ; 

(ii) oa recuperc un culot bactenen que Moo traite par du lysozyme et que Von 
sournet a sonication. sutvic <fune ccntrifugation : 

(iii) on recuperc un culot de centrifugaiion que Ton soumet a un lavage ca 
tampon Tris HC1 20 mM pH 7.5. suivi d*une cemrinigabon : 

(iv) on rec uper c la fraction rnctnbranairc constitucc du culot de centrifugaiion 
que Ton resuspend en milieu aqueux ; 

(v) on soumet la fraction rxKrnbnnairc a une chrDrnatogrephie cchangcuse 
(fanions sur eolocme Q-Sepharose en gradient de NaCl 0 * 0 J M, suivi 
d"un lavage en NaCl 1 M : 

(vi) oa recuperc U fraction cluec cn dtbut de lavage en NaCl I M que Ton 
soumet a une chromatographic echangeuse d"anions sur colonne de 
DEAE Sepharose en gradient de NaCl 0 - 0.5 M : et 

(vti) on recuperc la fraction eluee en NaCl 0.1 - 0J5 M. 
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3. Une proteine scion la revendication 1. dom le poids moleculaire apparent est de 
rordre de SO kDi et qui est susceptible d'etre obtenue par un procede dans 
lequel : 

(i) on procede i une extraction des bacteries ft pylori par du n-octyl p-D 
glucopyrnnoside 1%. suivie cTunc centrifugation ; 

(ii) on recupere un culot baeterien que Ton tnhe par du lysozymc et que Ton 
soumet a sorucation. suivie d*une cemrirugation ; 

(iit) on recupere un culot de centrifagatton que Ton soumet k un lavage en 
tampon Tris HC1 20 mM pH 74. sum June centrirugation ; 

(iv) on r e c u per e la fraction rncmbraaire constituee du culot de centrifugation 
que Ton resuspend en milieu squeux ; 

(v) on soumet la fraction membranairt a une chromatographic echangeuse 
(fantons sur colonne Q*Scpharose en gradient de NaCl 0 - 0,5 M, nrivi 
(Tun lavage en NaCl I M ; 

(vi) on recupere la fraction flute en debut de lavage en NaCl I M que Ton 
soumet a une chromatographic echangeuse d" anions sur colonne de 
OEAE Sepharoae en gradient de NaCl 0 - 04 M ; et 

(vti) on recupere la traction eluee en NaCl 04 • 0,4 M. 

4. Une protiine scion ta revendication 3. qui a pour «^ttkt N-terminale la 
sequence d*acide amines telle que montree dans I1D SEQ NO I. 

5. Une protein* scion la revendication I. dont le poids moleculaire apparent est de 
rordre de 30 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un procede dans 
lequel: 

(!) on precede A une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl p-D 
gtucopyranoside 1%. suivic dW centrUugation ; 
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(ii) on recupere un culot baeterien que Ton traite par du tvsozvme et que Ton 
soumet k soni cation, suivic (Tune centrifugation ; 

(iii) on recupere un culot de centrifugation que Ton soumet a un lavage en 
tampon Tris HCt 20 mM pH 74. suivi d*une centrifugation ; 

(iv) on recupere ta fraction rocmbrmnaire constituee du culot de cemrifugauon 
que Ton resuspend en milieu aqueux ; 

(v) on soumet la fraction rnembranatre k une chromatographic echangeuse 
d'anions sur colonne de Q-Sepharoie en gradient de NaCl 0 - 04 M ; 

(vi) on r i cu pcie La fraction eluee en NaCl 0,28 - 045 M, que Ton soumet k 
une chromatographic echangeuse eTanions sur colonne de DEAE 
Scpharose cn gradient de NaCl 0 - 04 M : et 

(vii) on recupere la fraction correspondani a Feluai direct (absence dc NaCl). 

6. Une proteine scion la revendicatioo 1, dont le poids moleculaire apparent est de 
rordre de 32-35 kDa et qui est susceptible d'etre obtenue par un procede dans 
lequel: 

(i) on procede a une extraction des bacteries H. pylori par du n-octyl p-D 
gr u co p yi an oside 1*4, suivie dune ccntrirugauoa ; 

(u) on recupere un culot baeterien que Ton traite par du Ivsozvmc et que Ton 
•oumet a sonieation, suivie d*une ccmrirugauon ; 

(iii) on recupere un culot de centrifugation que Too soumet * un lavage en 
tampon Tris HCt 20 mM pH 74, suivi (Tune centrifugation ; 

(iv) on recupere la fraction membranaire constituee du culot de centrifugation 
que Ton resuspend cn milieu aqueux. avantageusement en tampon 
carbonate pH 94; 

(v) on centrifuge la suspension obtenue en (iv) a environ 200 000 xg et on 
recupere le surnagcant ; 
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(vi) on abaissc k pH du sumageant obtenu en (v) jusqu'4 environ pH 7. 
cvmaugeusanem par dial vse conrrc du tampon phosphate pH 7 ; 

(vii) on soumct Is preparation obtatue en (vi) 4 une chromatographic 
echangease dc cations sur coloane dc SP-Sepharosc en gradient de NaCl 
0 - 0.5 M. avarrtageusernenl dans un tampon phosphate pH 7 ; et 

(viii) on recupere la fraction elites en NaCl 0.26 - 0J1 M. 

7. Une proteine ^Helicobacter ou un polypeptide derive de La proteine par 
framentation et/ou nunation, sous forme jubrtaiaiellenjeni puriftee. qui est 
capable d'etre reconnu par un antiserum etabli a rencorare cTune proteine scion 
Tune des revendications I a 6. 

8. Une composition phaniaceuitquc destinee a la prevention ou au trahement 
d*une infection a H. pylori, qui corep rend * litre dc principe actif une proteine 
on un polypeptide scion t"uoe des revendicaiioiu I a 7. 

9. Un ami corps monospecifique capable de reconnafec une proteine ou un 
polypeptide scion hme des revendicatiore 14 7. 

10. Une composition pharmaccuhque destinee 4 la prevention ou au trahement 
d*une infection 4 H. pylori, qui comprend 4 titre de principe actif un anticorps 
monospecifique selon la revendi cation 9. 

11. Une me t h od e de d iag n o s ti c permettant de detccter la presence dHtlicobadcr 
dans un ec hanti llon biologique, scion laquelle on met en contact rechantillon 
biologique avec un amicoips selon la revendication 9 ou un polypeptide selon <t 
la revendicauon 7, afin que ae forme un complexe immun, on limine de facon i 
cptiortnelle, le materiel non lie, el on detecte te complexe immun forme cntre 
recnaniillon et I'anticorps ou le polypeptide. 

12. Un precede de purification d*une proteine ou d"un polypeptide selon Tune des 
revendications I 4 7. 4 panir d un eehamiUon biologique. selon lequel on 
soumct techamiUon biologique 4 une chromatographic d'aflinite' mettant en 
oeuvre un anticorps monospecifique selon la revendication 9. 
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